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ト リプ トフ ァ ン代謝物質 であ る 3－ ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ ニ ル 酸 く3． H A Tうは と 卜赤血 球 で速 や か に 代
謝さ れ， その 最終代謝産物 は， ス ペ ク ト ロ フ ォ トメ リ ー ， ペ ー パ ー ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー お よ び 薄層 ク ロ マ
ト グラ フ ィ ー に よ る分析か らシ ンナ バ リン酸 くC B Alと同定さ れ た． 一 九 3－ H A Tに よ り， 赤血 球中の オキ
シ ヘ モ グ ロ ビ ン は半分酸化 型 ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン に 酸化さ れ た． そ の 代謝速度が C B A
生成と同様に 非常 に速 い こ と か ら， 3－ H A Tの 代謝と 赤血球中の ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化還元 反 応が 共役 して
い る こ とが 示唆さ れ た． さ ら に ， 3－ H A T が オ キシ あ る い は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の い ずれ に よ っ て も代謝さ れ
る こ と， また， オ キシ あ る い は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン が この 化合物 に より 各々酸化お よ び還元 を受 け る こ と が
明ら か と なり， 3－ H A T とヘ モ グ ロ ビ ン の 一 見矛盾し た共役反応 が示 され た
．
な お ， デ オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン
は 3． H A Tに より 酸化 され な か っ た ． オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 3－ H A Tに よ る酸化反応 はイ ノ シ ト ー ル ー6． リ
ン 酸 くP6－in ositol は あ る い は ス ー パ ー オ キサ イ ド デ ス ム タ ー ゼ くS O Dうに よ り促進さ れ， カ タ ラ ー ゼに よ
り 抑制 され た． また， 3－ H A T は好気的， 嫌気的な い ずれ の 条件 の もと で も メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン を還元 し たが，
好気的条件下での 反応 が よ り速 い こ と が示 さ れ た
．
この 3一日A Tに よ る メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 還元 反応 は P6 －
ino sitolに よ っ て 促進 され たが ， S O Dに よ る反 応の 促進 は好気的条件下 に お い て もわ ず か で あ っ た ． こ れ
らの 結果 をも と に ， 赤血球 で の 3－H A Tの 一 見矛盾 した代謝反応と ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化還 元 反応 の 機序 に
つ い て考察 した． そ し て， 糖尿病ある い は膀胱癌患者に お い て ト リプ トフ ァ ン 代謝物質が増加 す ると の 報
告を踏 ま え， こ こ に 示 した ヘ モ グ ロ ビ ン 酸化還元 反 応に 共役 し た 3－H A Tの 赤血球内代謝 の 病理 学的意義
を推論 した ．
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トリ プ ト フ ァ ン お よ びそ の 代謝物質は肝， 脳 な どを
代表と する 多くの 臓器， 組織 で代謝 され る． この トリ
プ ト フ ァ ン の 主要代謝物 の 一 つ で あ る 3－ ヒ ド ロ キ シ
ア ン ト ラ ニ ル 酸 く3－hydr o xya nthr a nilic a cid， 3－
E A Tう は こ コ ナ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド
くN A Dう の 前駆体 に な る な ど重要な生理活性物質で あ
るが， その 主要代謝経路と して
．
これ らの 臓器 に お い
てま ず 庇 ． ア ミ ノ 一月 －カ ル ポ キ シ ム コ ン酸一 石 一 セ ミ ア ル デ
ヒ ド くq ．a min o－P－C a rbo xym u c o nic－e －Se mialdehyde
lへ 変換さ れ る こ と がよ く 知ら れ るて い る1J
．
また 一 方
A bbreviation s 二3－ H A T， 3－hydro xya nthr anilic
に お い て ， こ の 3－ H AT は， M n
十十 の 存在下で ， ヘ ム タ
ン パ ク質 で あ る カ タ ラ ー ゼ ある い は ヘ モ グ ロ ビ ン に よ
り シ ン ナ バ リ ン 酸 くcin n aba rinic a cid， C B AJ に 変換
され る こ とが 報告さ れ て い る2 刷． しか し， こ の C 王ヨAへ
の 代謝経路 は現在の と こ ろ十分 に 分か っ て お ら ず， そ
の 生 理 的意義 も明ら か に さ れ て い な い
．
一 方， ヘ モ グ ロ ビン を酸化 す る多く の 物質が 知られ
て い る が， ト リプ トフ ァ ン 等の ア ミ ノ 酸お よ びそ の 代
謝物 に よる オ キ シ ー あ る い は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸 化
還元 に つ い て は ， 現 在の と こ ろ まだ よ く 分 か っ て い な
a cidニ C B A， Cin n abarinic a cid三 P6 －ino sitol，
myo qin o sitol he x akisphosphateニ S O D， S uperO Xide dis m uta se三 A C D， a Cidcitrate dextro s ei
T L C
，
thin laye r chro m atography ニO XyH b， O Xyhe m oglobin e三 m etHb， m ethe m oglobin．
3． H A Tの 代謝と へ モ ブ ロ ビ ン の 酸化還 元反 応
い ． W estphalら は 3－H A T が オ キシ ヘ モ グロ ビ ン を メ
ト ヘ モ グ ロ ビ ン に 酸 化す る 事 を 報告 し た41． ま た，
Goda ら は 5－ ヒ ド ロ オ キ シ ア ン ト ラ ニ ル 酸 く5－
hydr o xya nthr a nilic a cidl がメ ト ヘ モ グ ロ ビ ン を還元
する こ と を示 し た
5J
．
し か し， ニかノン刀 研究 で は， こ の
詳細な反 応様式 を充分明 らか に する こ と は でき ず ， い
まなお ， トリ プ ト フ ァ ン代謝物質 と ヘ モ グロ ビ ン の 酸
化還元反 応は不明 な 点が 多い ．
著者は， 本研究に お い て ， 3－H A Tを と 卜赤血 球と と
いニイ ン キ エ ペ
ー トし た時， その 細胞内で共役し た 3－．
H A T の C BA へ の 代謝 と ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化 お よ び
還元 反応が 生 ずる こ と を初め て 明 ら か に し た． さら に ，
この 結果 をも と に ， こ の 3－ H A Tに よ る ヘ モ グ ロ ビ ン
の酸化およ び還元 と い う一一 見矛盾し た 反応 の 詳細 を明
らか に する こ と を目的と して ， 種々 条件下 での ヘ モ グ
ロ ビ ンの 酸化還 元 反 応を調 べ た ． こ の 結果か ら， 赤血
球に お ける トリ プ ト フ ァ ン 代謝と ヘ モ グロ ビ ン の 酸化
還元 反応の 機序 に つ い て 考察 を加 え， その 生理 的意義
を論じ た．
ヰオ料お よ び 方法
工 ． 材 料
ビ ス ー トリ ス E2－ くbis－く2－hydr o xyethyり amin oト
2一 くhydro xym ethyl トpropa n e－1． 3－diolコ お よ びイ ノ
シll － ル ー6－ リ ン酸 くmyt7－ino sitol he x akispho sphate，
P6．in o sitoり は， シ グマ 社 くSt． Louis， M is so uri， 米
国う 製を， トリ プ ト フ ァ ン ， 3－H A T， 3－ヒ ド ロ キ シ キ
ヌ レ ニ ン ， キ ヌ レ ニ ン ， ア ン トラ ニ ル 酸な どの トリ プ
トフ ァ ン 代謝物 は和 光純薬 く東京I 製 を使用 した ． カ
タ ラ ー ゼ は べ － リ ン ガ 一 社 伸1a flrlheinl， 西 ド イ ツプ製
を， ス ー パ ー オ キ サ イ ド デ ス ム タ ー ゼ くstlper O Xide
dis m uta se， S O Dl はマ イ ル ス ラ ポ ラ ト リ ー 社
りndiana， う机即 製 を使用 し た． C B A は Bute n a ndt ら
の 方法の に よ り合成し た もの を使用 し た．
赤血球中 ヘ モ グロ ビ ン の メ トヘ モ グ ロ ビ ン へ の 変頼




o m oda ら に よ り幸ほf与さ れ て い る ノブ法71に
準じ て 行 っ た
．
ま た， 分離精製 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶液 は
To nl Oda ら の 方法出で 調製し た．
反 応潜濾 と し て， 赤 血球の 反 応で は ク レ ブ スー リ ン ゲ
ル 溶液 を， ヘ モ グ ロ ビ ン の 反J芯で は， 0 ．05 M tl リ ス
0．1 M NaCl緩衝液 くpH7．Ol を使用 し た． ト リ プ ト
フ ァ ン代謝物は 0．1 M NaO H溶蔀如こ 溶解 し た後， O． 1
M HClで 巾和 し使用 した．
工工 ． 赤血球 で の 3－ HAT の 反 応
日 本赤 卜字社か ら供与さ れ た ヒ tl A C D保存血 ほ采
血後3 H うを7倍の 水冷生理 食塩水 で 4 回遠心 洗浄し，
ヘ ノマ ト ク リ ッ ト 1亡1％ に なる よう 赤血球 を リ ン ゲ ル 溶
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液 に浮遊し た． こ の 血球浮遊液に ， 最終濃度 3m M の
3－ H A T溶液 を加え， pH 7．0， 37
0
C で2時間反応させ
た． 反応後， 1 mlの 反応液 を3 回凍結融解する こ と に
よ り溶血 し た． この 溶血液を， 予 め 10m M リン 酸緩衝
液 くpH 7．01 で 平 衡 化 し た Sephade x G－25ほ n e
gradel カラ ム に よ り ヘ モ グ ロ ビ ン画分お よ び ヘ モ グ
ロ ビ ン を含ま な い 画分に 分離し た．
H L 分離精製 L たヘ モ グ ロ ビン で の 3一 正A Tの 反 応
3－ HA T く最終濃度500ノノM lをオ キシ ー ある い は メ ト
■ 1 モ グロ ビ ン溶液 く最終濃度， ヘ ム 量と し て 100メイMう
に 加え， 好気的ある い は 嫌気的な条件下， 250C で 反応
させ た． 嫌気的な反応は空 気を Q ガ ス くヘ リ ウ ム ニ イ
ソ ブ タ ン こ99．05ニ0．95うで 置換 した ツ ン ベ ル グ型 石英
セ ル 中で行 っ た ． 反 応用 量 は2．2 mlで 行 い ， ト リプ ト
フ ァ ン代謝物の 最終濃度は 2．3 m M で あ っ た ． 使用 し
た P6－in o sitol， カ タ ラ ー ゼ ， S O Dの 濃度は各々 1m M ，
29u nits， 1300u nits で あ っ た
．
なお ， 3－ H A Tの 光に よ
る分解を防 ぐた め 反応は す べ て遮光下 で 行 っ た ． 反応
終 了 嵐 赤血球 での 場合と同様 に ， 反 応液 をSephade x
G－25 tfin egradel カ ラ ム に よ り ヘ モ グロ ビ ン両分 お
よ び ヘ モ グ ロ ビ ン を含ま な い 画分 に 分離した ．
IV． ヘ モ グ ロ ビン の 測 定お よ び同定
反応中ある い は反応後の ヘ モ グ ロ ビン の 酸化， 還元
は ヘ モ グロ ビ ン 画分 の ス ペ ク トロ フ ォ トメ リ ー に よ る
450ノ 1 650Tl mの 範囲での 吸光度 を測定する こ とに よ り
行 っ た ． ま た， 既 に To m oda らに よ り報告さ れ てい る
方法射 で ， 平板 等電点電気泳動 くL K B P A G プレ ー ト，
pH 3．5 へ 9．5うに よ る分析 を行 っ た ．
V
， ト リ プ トフ ァ ン代謝物の 同定と測定
反 応後の ト リ プ ト フ ァ ン代謝物の 同定は ヘ モ グ ロ ビ
ン を 含ま な い 画 分 の シ リ カ ゲ ル 薄層 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー くT L Cプ お よ び ペ ー パ ー ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に
よ り 行 っ た ． 展開溶 媒は ブタ ノ ー ルノ酢酸ノ蒸留水， 4 ニ
1 こ 1 圧 0り で あ っ た ． C B Aの 測定は ス ぺ ク トロ フ ォ
トメ トリ ー に よ り 行 い ， 35 仁ト55くjnIllで の 吸光度 を測
定した ．
成 績
I ． 3． H A Tに よ る 赤血 球中 ヘ モ グ ロ ビン の 酸化
ヒ ト赤血 球をこi． H A T と ともに 370c で 反 応し た時，
血球内 ヘ モ ブ ロ ビ ン は直 ち に 半分酸化型 ヘ モ グ ロ ビ ン
亡く丑 2＋ が十う2 あ る い は く仔 3十 月2 ＋プ2コお よ びメ ト ヘ モ グ
ロ ビ ン に 酸化さ れた． 図 1亡aJに 3－HA Tと反 応後の 反
応溶血液中 ヘ モ グ ロ ビ ン 画分の 等電点電気泳動像 を示
し た． 図に 示 すよ う に ， 4 本の 泳動 パ タ ー ンが 認め ら
れ た
．
この 泳 動 パ タ ー ン は各々 オ キ シ ヘ モ グロ ビ ン，
く甜 2 ＋月3 ＋12， くぼ 3十 月2 ＋う2 お よ び メ tl ヘ モ グ ロ ビ ン を示
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す． 図 1くbIに この ゲ ル ス キ ャ ニ ン グの 結 果 を示 し た．
こ の 結果 に 示 すよ う に ， 時間と共 に オキ シ ヘ モ グロ ビ
ン は 半分 酸化型 ヘ モ グ ロ ビ ン に 変化 し， その 後， メ ト
ヘ モ グ ロ ビ ン に 変換さ れ た
． し か し， この オ キ シ ヘ モ
グ ロ ビン か らの 半分酸化型 ヘ モ グ ロ ビン と メ ト ヘ モ グ
ロ ビ ン の 生成 は反 応開始直後 の 速 い 反 応 の 後 く反 応
60分後1， 平 衡を保 つ こ とが 示 さ れ た
．
工I ． ヒ ト赤血 球 で の 3－ HAT の 代謝と 反 応産 物 の 同
定
ヒ ト赤血球 に お い て ， 3－ H A T が代謝 され る か 否 か
くaI



















を調 べ る た め， ヒ ト赤血球 と 3－H A T をイン キ エ ペ ー
ト した ． 図 2 くaう に は この 反応溶血液 の ヘ モ グロ ビ ン
を 含ま な い 両分 の 吸収 ス ペ ク ト ル く440へ 500n mコ の
経時的な変化 を示 し た
． ま た， 合成 C B Aの 吸収波長61
で あ る 455n m で の 吸光 度の 経時的変化 を図2 くbうに
図示 し た． 455n m で の 吸光度 は時間とと も に 増加し，
C B Aが 生 成さ れた こ とが 示 唆さ れ た． ま た， こ の 結果
か ら，C B A生成反 応は 図1 に 示 し た ヘ モ グ ロ ビ ン に 共
役 し た反 応 で あ る こと が 示 唆さ れ た． こ の C B Aの 生
成 は非常に 速 く， pH 7，37
0
C での 糖代謝に お ける グル
コ ー ス の 代謝速度 く赤血球で は約 200n m olノmり に 匹
敵 した．
図 3 に こ の 反応代謝産 物の T L Cに よ る同定の結果
を示 した ， 反 応溶血液の ヘ モ グ ロ ビン を含ま な い 画分
標品 を合成 C BA， ア ン ト ラ ニ ル 酪 3－ ヒ ド ロ キ シ ヌ レ
ニ ン およ び キ メ レ ニ ン と共 に 展開し た． 標品中の 反応
産物 の R f値 は 合成 C B Aの それ と 一 致 し た． ま た，
ペ ー パ ー ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に お い て も同様 の 結果を
得た ． こ れ らの 結果 か ら， ヒ ト赤血球内で ， 3－ H A T が
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Fig． 1． Analysis of iso ele ctric－fo c u sing patte r ns of
he m oglobin s which w er e obtain ed du ringin c uba－
tio n of erythr o cytes with 3－ H A T．
くal T im e c o u rs e of is o ele ctric－fo c u sing patter n sof
hem oglobin s． くbJ Fr a ctio n al cha nge s in o xy．
he m oglobin くo xyH bJ du ring in c ubatio n of
e rythro cyte s with 3．H A T． T he is o ele ctric－
fo c u slng patter n S W e r e a n alysed by geトsc an ning
at630n m， a ndthe he m e c o nte ntsく％J of e a ch of
the co mpo n e nts Eo xyhe m oglobin， くa 2 十P3 ＋l2 十
くa 3 ＋p
2 ＋l2 a nd m ethe m oglobin しm etH bJコ ァere
e stim ated． T he re sults w ere plotted agaln St
tim e． 0
，
O Xyhe m oglobin三 A ， くa
2 ＋P3 十12 ＋くa
3十
P2 ＋lニ ■ ， m ethe m oglobin ．
3－H ATの 代謝と ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化還元 反 応
H L 赤血 球 に お け る 種 々 の 反 応条件下 で の 3－ H A T
の 代謝
赤血球 で の 3，H A T から C B Aへ の 反 応に つ い て更
に詳し い 性 質を調 べ る た め， 赤血 球内の 様 々 な 条件 で
の C B Aの 産 生 を測定し た． その 結果 を図4 に示 す．
C Oガス に よ り， オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン をカ ル ポ キ シ ヘ
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C B A生 成速度 は明 ら か に 抑制さ れ た． し か し， K C N
ある い は NaN3 は ばと ん ど影響 を示 さな か っ た ． さ ら
に ， ヘ モ グロ ビ ン を メ ト ヘ モ グロ ビ ン に 変換し た 赤血
一
－ ■ t － － ■ 一
t
． ．
． ノ 1 － ノ ノ
ー





















A A 3－ H K Kr n
R 8 C R B C
くo xyH bH汀相 川bI
Fig． 3． T LC ofthe sa mples obtain ed afte rin c uba．
tio n of e rythr o cytes Fwith o xv． くO XyH bl o r
m ethe m oglobinくm etH blコ with5． H A T．
Afte rin c ubatio n of erythr o cyte sくwhich c o ntain
fer ro u s orferriche m oglobinin sidelwith 3－H A T，





R B Cl． T he nthey w e r elys ed， a nd
pa s sedthr o ugha c olu m n of Sephade xG －25くfin e
gr adel． T he o r a nge－ C Olo u r ed po rtio n of the
efflu e nt w a sput o nthe silic agel， a nd T L Cw a s
Pe rfor med with a uthe ntic 3－ H AT， Cin naba rinic
a cid くC B朗 ， 3－hydr o xykyn u r e ni e く3－ H KJ，
a nthr anl 1ic a cidくA Al a nd kyn u r eni eくKr nlfo r
C O mpa ris o n． T he s oIv ent w a sbuta n olla c etic
a cidlw aterく4こ1こ1， by v ol ．
Fig， 2． T im e c o u rs e of cin n aba rinic a cid form a－
tion du ring ln C ubatio n of e rythro cytes with 3，
H A T
．
くaJA bso rptio n spe ctr a ofthe s a mple s obtain ed by
the re a ctio n of ervthr o cyte swiht3． H A T． T he
e rythr o cytes w er ein c ubated with 3－H A Tat370C
fo r2h． The sa mple s w e retake n o utatinter vals
for a nalysis． T he he m olys ate s w e repa s sed
thr o ugh a c olu m ntO．8crn Xl Oc mJ of Sephade x
G－25tfin egr adeJ． T he or a nge， C Olo u r edpo rtio n s
Of the efflu e nt w e re c ollected a nd m e a su red
Spe CtrOPhoto m etric ally betw e e n440a nd 500n m ．
くbl Pr oduction of cin n aba rinic a cid du ring the
in c ubatio n of e rythr ocyte s with 3－H A T． T he
a m o u nts of cin n aba rinic a cid w e re c alc ulated
fr o m A．5 5 Sho w n inくaンくe 詔 二 2361 and w e re
plotted again st tim e．
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球に お い て も， 図 3 に 示 す よ う に C B Aの 生成 が 認め
られ， その 速度が 著し く促進さ れ．る こ と が ホ きjLた．
そし て， こ の反 応は KCN に よ り明 ら か に 抑制 され た．
IV ． 分 離精製さ れ た ヘ モ グ ロ ビン に よ る 3－ H A Tの
代謝
図5 に オ キ シ ー あ る い は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン と 3－ H A T
を好気的に 反応させ た後， 反 応液を Sephade xG－25 カ
ラ ム で 分離 し た 時の ヘ モ グ ロ ビ ン を含 ま な い 画 分 の
440へ 500n m の 吸収 ス ペ ク ト ル を示 した． C B Aの 吸 収
を示 す 455n m に ピ ー ク をも つ 吸収が 示 さ れ， C王ヨA が
産 生さ れ た こ とが 示 唆され た．
こ の 3－ H A Tか ら C B Aへ の 変換 は メ ト ヘ モ グ ロ ビ
ンと の 反応の 方が オキ シ ヘ モ グ ロ ビ ン との 反 応よ り 2
倍高 い こ とが 示唆さ れ た． なお ， こ の 反応産物 が C B A
で あ る こ と は， 赤血球 で の 場 合と 同様， T LC お よ び
ペ ー パ ー ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ り確認 され た．
V ． 種 々 条件下 で の 3t H A Tに よ る オ キ シ ー ， デ オキ
シ ー お よ びメ ト ヘ モ グ ロ ビン の 酸化還 元































Fig． 4． Rate s of for m atio n ofcin n abarinic a cid by
hu m a n e rythro cytes u nde r v a rio u s c o nditio n s．
The erythro cytes仁R B C三 with o xy一 くo xyH bl or
m ethem oglobinくm etHblコ w ereinc ubated at37
O
C
fo r2 h with 3－H A T， afte rthe addit o n of K C No r
NaN3 0 rbubbling with C O． T he nthe rates of
fo r m atio n of cin n aba rinic a cidw e redeter min ed
by m o nitoringthe cha ngesin A4 55a Sde scribedin
thelegendto Fig．2．
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ヘ モ グロ ビ ン の 酸 化 お よ び還 元 反 応 を傾討 した． 測定
は反 応 液の ヘ モ グロ ビ ン 画分 の 吸 収 ス ヘ ク ト ル に お け
る 各々 の ヘ モ グ ロ ビ ン J ブ吸光度よ り 行 っ た ．
表 1 に3－ H A T よ る オ キシ ー お よ び デ オ キ シ ヘ モ グ
ロ ビ ン の 酸化に つ し ユ て ， そ の 結果 を示 し た． 好気的な
条件 で の ヘ モ グロ ビ ン の 酸 化 け な わ ち， オキ シ ヘ モ
グロ ビ ン の 自動酸化l は進行し， P6Tin o sitolの 添加で
促進 し た． 3． H A T がヘ モ グロ ビ ン 溶液 に 加 えら れ た
時， オ キ シ ヘ モ グロ ビ ン の 酸化は非常に 速 く進行し た．
4 50 5 0 0
入 く n mI
Fig． 5． A bs o rptio n spe ctra ofthe sa mples obtain ed
by the re a ctio n of o xyhe m oglobil O r m ethe m o－
globin with 3－ H A T．
A fter o xy－ O r m ethe m oglobin w a s allo w ed to
re a ct with 3－HA Tat 25Cfor9O min，the r e a ctiol
mixtu r e w a spa s sed thr o ugh a c olu m n of
Sephade x G
－25tfin egr adeケ． T he o r a nge－C Olour，
ed po rtio n of the efflu e nt w a s co11e cted a nd
m e a su r ed spe ctrophoto m etric ally betw e e n4 4 u
a nd 500n m．
3－H A Tの 代謝と へ モ ブ ロ ビ ン の 酸化還元 反 応
さ ，うに ， ニ レり醇化反 吐ぺ P6－in ositol で 促進 さ4Lた ． 嫌
気的な 状況 下 で は， ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸 化は 起 こ ら な
か っ た ． すな わ ち， テ オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン で は， 3－H A T
によ む反 応 は起 こ ら な か っ た ．




によ る メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 還 元 に つ い て 示 し た ． し1




は メ tl ヘ モ グ ロ ビ ン
を還 元 し， この 反 応は P6．in o s汗01で 促進 した ． し か し，
こ の 反応 は好気的な条件 よ り ， 嫌気的 な 方が よ り反 応
は綬傾で あ っ た ．
さら に ， 3． H A l
l
に よ る オキ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化
反応に つ い て ， 図6 くaコに は 3．H A Tの 濃度依存性を，
沌フ に は ヘ モ グ ロ ビ ン 濃 度の 影響 を 示 し た． オ キ シ ヘ
モ グロ ビ ン は 3－ H A Tの 濃度に 依存 し酸化 され た． こ




レフ ヘ モ グ ロ ビ ン 酸化反 応の 反 応
定数をオ キ シ ヘ モ グロ ビ ン の テ tl ラ マ ー と して の 分 子
量 をもと に 算出し た と こ ろ， P6，ino sitolの 非存在下は
71M－1 ． 11血一l で あ り， 存在 卜で は 420 M－1 ． miTIWl で
あ っ た ．
3 4こう
1V． ト リプ ト フ ァ ン 代謝物に よ る オ キ シ ー あ る い は
メ ト ヘ モ グ ロ ビン の
■
酸化 還元反 応 に お よ ぽ す酸





の オ キ シ ．あ る い は メ トヘ モ グロ ビ ン の 反応
に 対する 酸 素 ラ ジ カ ル 除去酵素， す なわ ち カ タ ラ ー ゼ
お よ び S O Dの 影響 を検討し た．
図 7 に タ カ ラ ー ゼあ る い は S O Dの 3－ H A Tに よ る
オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸 化に お よ ぼ す 影響 を5 78n m
の 吸 収 を測定 す る こ と に よ り 検 討し た結果を 示 す．
S O Dい 添 加に よ り 酸化反応 は非常 に 促進 し た． し か
し， カ タ ラ
ー ゼ で は， こ 山 反応烏 抑制さ れ た． ま た，
S O D と とも に カ タ ラ ー ゼ を加 え た場 合 に も 反 応 の 抑
制が認 め らjLた ．
一一 方， 3－ H AT に よ る メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 還元 に 対
す る カ タ ラ ー ゼ ある い は S O Dの 影響 に つ い て も 検討
し， 図8 に その 結果 を示 し た． S O D は3． H A Tの メ ト
ヘ モ グ ロ ビ ン の 還元 をや や抑制し たが そ の 程度は わず
か で あ っ た ． また， カ タ ラ ー ゼは ま っ た く影 響を お よ
ぽさ なか っ た ．
Tablel． Rates of o xy－a nd de o xyhe m oglobin with 3－ H A Tunder v ario us c o ndito ns
Auto xidatio nr ate s Oxidatio n r ate s
of he m oglobin く － 3－H A Tl of he m oglobin く十3－ H A Tl
くpMノminl くJIMノminl
く＋う Oxy ge n
















T he r e a ctio n mixtu re c o ntaind o xyT Or de o xyhe m oglobin く100p M in he m el， 500JJ M
3－H A T． T he c o n ce ntr atio n of P6－in ositol u s e w aslm M ． T he v alu es r epre s e nt the
o xidatio n r ate s of o xyrく＋ o xy ge nla nd deo xy hem oglobin C－O Xy ge nl with 3－H A T in the
pre s e n c e仁り or abs e n c eくTl of P6壷 o sitol■ T he o xidatio n
．
rate s w er e c alc ulated by
dividing the O Dcha nge at 578n mノmin with the differ e n c e lnmi llim olar e xtin ctio n of
oxy－a nd m ethe m oglobin at578n m糊 ．
Table2． Rates ofr edu ctio n of m ethe m oglobin with 3－H A Tu nde r
a er obic a nd a n a erobic c o ndito n s












T he r e a ctio n mixtu re c o ntaind o xy－Pr de oxyhe moglobin く100p M in
he m eJ， 500FL M 3－H A T． T he e xperl m e ntS W er e Perform ed u nde r
a er obic a nd a n a e r obic co ndito n asde sc ribed inlege nd to Tablel．
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考 察
本研究に お い て， ト リ プ ト フ ァ ン 代 謝物 で あ る3－
H A T が赤血 球内 ヘ モ グ ロ ビ ン と 反応 し 代謝さ れ る こ
とが 見 い ださ れ た
．
ま た， ニ の 反 応に 伴 い オ キ シ ヘ モ
グ ロ ビ ンが 酸化され ， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ンが 還元 さ れる
と い う 一 見矛盾 し た現 象が 見 い 出さ れ た
．
さ ら に この































1 00 2 0 0 3 0 0
H bI－M in he m eI
Fig．6． E ffe cts of he m oglobin o r3－H A Tc o n c e nt．
r ation s o noxidatio n r ate s o xyhe m oglobin with 3－
H A T．
T he cha nges in abs orba nc e at 630n m w e r e
m e a s u red afterthe ad dit o n of 3－H A Tto oxy－
hem oglobin s olutio n． T he r e a ctio n w a sper．
fo r med at25
O
C in the da rk． くalExpe rim e nt with
V a rio u s c o n ce ntration of 3－ H A T． T he c o n－
C e ntr atio n s of o xyhem oglobin w e relOOJLM in
he m e． くbl Expe rim e nts with vario u s c o n－
Ce ntr atio n s of o xyhe m oglobin ． T he co n centra－
tions of 3－ H A Tw er e500JLM ．
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種 々 の 条件下 で の 反 応 を行 い その 性質を調 べ た ． 以 F
に こ れ らの 結果に つ い て ， 一 連 の 反 応機構を考察する
．
ヒ ト赤血 球 を3－H A Tと と い こ反 応さ せ た 時， 血 球
内オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン は 直ち に 半分酸 化型 ヘ モ グロ ビ
ン 亡く此 2 十月3り 2 あ る い は く此 3十 月2十J2コ に 酸化さ れ， 引
き続 き， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン に 酸化さ れ た． しか し， ニ
の 反 応 は反応 60分以 後平衡 に 達 し， 3一 日A T が オ キシ
ヘ モ グ ロ ビ ン に よ ると 同様 メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン に も共役
し て反 応す る可能性が 示 唆され た く図 1 う． 一 方 ， 赤血
球 あ る い は分離精製 され た ヘ モ グ ロ ビ ン で の 3－H A T
の 代謝産 物は C B A で あ るこ と が 明 ら か と な っ た ． こ
の 結果か ら， 3－ H A Tの 代謝反応が ， す でに その C BA
へ の 酵 素的変換 の 研究 で報 告 さ れ て し1 る 反 応経
過10，11 －， す な わ ち， 図9 に 示す オル トキ ノ イ ミ ン体 を中
間代謝物と し た酸化縮合 に よ り C B Aに 変換す る 反応
であ る こ と が示 唆さ れ， ヘ モ グ ロ ビ ン との 反応が こ の
過程 に よ る こ とが 示 され た． ま た， こ の 3－ H A T が分離
精製 され た オ キ ン ー ある い は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン と の 反
応に お い て， その い ずれ に も 共役 し て 反 応 し C B A生
成す る こ とが 示 さ れ く図 5 1， トリ プ ト フ ァ ン代謝物 に
よ り オ キ シ ． あ る い は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化還 元 の
生ずる こ とが 示 唆さ れ た
．
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T im e く m inI
Fig．7． Effe cts of supe ro xide dis m uta s e a nd
C atala se o nthe o xidatio nofo xyhe m oglob inwith
3－H A T．
The o xidatio n ofo xyhe m oglob inwith 3－H A T in
the pre s e n c e o r abs en c e ofc atala s e o r super o xide
dis m uta s e くSODI w a s m e a s u red spe ctr o－
photo m etric ally bythe de cre a seinabs o rba n ce at
578n m． T he re a ctio n mixtu re c ontain ed oxy．
he m oglobin く100FLM in he m eJ a nd 500JLM 3－
H AT ． The c o ntr ol in the figu r e sho w sthe
e xpe rim ent with3－H A Ta nd witho ut e n zym e．
3－H ATの 代謝と ヘ モ グロ ビ ン の 酸化還元反 応
の 代謝は カ タ ラ ー ゼ に 触媒 さ れ る こ と が 知 ら れ て お
リ2一， 赤血 球内で の 反応 もそ の 可能性が 考え得る が， 強
力な カ タ ラ ー ゼ阻害物質で ある K C Nに よ る 反 応阻害
は生 じな か っ た く図 4 L
以上 の 結果 をさ ら に 明 確に す る た め， トリ プ ト フ ァ
ン 代謝物 に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸 化還元 反 応 を調 べ
た ． 好気的条件下で オ キ シ ヘ モ グロ ビ ンが 3一日A Tに
より 酸化を受 ける こ とが 示 され た く反 応定数71M．1 ．
min－1， 図 6う． しか し， デ オ キ シ ヘ モ グロ ビ ン で は反
応は起 こ ら な か っ た く表 い ． ま た ， 好気的あ る い は嫌
気的条件の い ず れ に お い て も， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン は こ
れら の 化合物 に よ り還元 さ れ た く表2ン． こ こ に 示 さ れ
た酸化は 既 に W interbo u rnら に よ リ1 21報告 の あ る メ
ナ ジオ ン くm e n adio n elが オ キ シ ー お よ び メ ト ヘ モ グ ロ
ビ ン を各々 酸化 ある い は還元 する が， デ オ キ シ ヘ モ グ
ロ ビ ン と は反応 しな い との 研究結果と非常 に似 か よ っ
た結果 で あ っ た ． さ ら に ， 本研究で 示 さ れ た 3． H A Tの
オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化反 応 が S O Dに よ り促進
し， カ タ ラ
ー ゼ に よ り阻害さ れ る く図 7う， ま た， S O D
によ り メ ト ヘ モ グ ロ ビン と 3－ H A Tの 反応 が阻害さ れ























o rく＋Icatala s e， SOD
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Tim eくminl
Fig． 8． Effe cts of s uper o xide dis m uta s e a nd
C atala s e o nthe redu ctio n of m ethe m oglobin with
3．H A T．
T he r edu ctio n of m ethem oglobin with 3－H A T in
the pr e se n ce o r abs e n c e ofc atala s e o r supe ro xide
dis m utas e w a s m ea su r ed spe ctr ophoto m etric ally
by the in c re a s ein abs o rba n ce at 578n m． T he
r e a ctio n mixture contain ed m ethe m oglob inく100
JJM in he m eI a nd 500pM 3－H AT， 0 ， C O ntrOl三
口
，く＋1 c atala s eこ 書 ，く＋1 supe r o xide dis m uta seニ
A ，く＋lc atalas eplu s s uper o xide dis m uta se．
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の 反応 に 一 致 し た結果 で あ っ た ． こ れ らの こと か ら，
本研究 に お ける 3．H A T とヘ モ グ ロ ビ ン と の 反応 が メ
ナ ジオ ン で 示 さ れ た反 応機序と ほ ぼ同様の 機序と して
説明 され る もの と考え得る．
す なわ ち， ま ずオ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化反 応に つ
い て以下 に 述 べ る ． 3－ H A T は図9 に 示す よ う に 反 応
液中で その オ ル トキ ノ イ ミ ン 体と平衡化さ れ る． こ の
オ ル ト キ ノ イ ミ ン 体はさ ら に 3－H A T と反応 し， C B A
を生成するこ とが示 され た
．
ニの 反応中， オキ シ ヘ モ グ
ロ ビ ン は オ ル ト キ ノ イ ミ ン体 と以下 に 示 すよ う に 反応
し， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン に 酸化 され る．
3 月 A Tの オ ル ト キ ノ イ ミ ン 体 十 オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ
ン 1 3－ H A Tの セ ミ キ ノイ ミ ン体 十 メ ト ヘ モ グ ロ ビ
ン Llコ
3－ H AT の セ ミ キ ノ イ ミ ン 体＋ 02 一 寸 3－ H A Tの オ ル
ト キ ノイ ミ ン 体＋02－ ． L2コ
こ の仁2コの 反応 は S O Dに よ り過酸化物質が除去 され
る と右辺に 傾き ， オル ト キ ノイ ミ ン体の 再生 成が進行
し， オキ シ ヘ モ グロ ビ ン の 酸化が 促進す る． 図7 に 示
した よう に ， S O Dに よ り 3一 日A Tの オキ シ ヘ モ グ ロ ビ
ン 酸化反応が 促進した こ とは， こ こ に 示 し た反応 に よ
る こ と を示唆す る．
一 方， 3－H A Tに よる メ ト ヘ モ グ ロ ビ ンの 還 元 反応
は以下 に 述 べ る機序が 考え得る． す なわ ち， ヘ モ グ ロ
ビ ン を メ ト化 した赤血球 に お い て 3－ H A T が非常 に 速
く C B Aに 酸化さ れ く図41， ま た， 分離 ヘ モ グロ ビン
の 好気的， 嫌気的 い ずれ の 反 応に お い て も 3一 日A Tに
よる メ ト ヘ モ グ ロ ビン の 還元 が非常に 遠い こと が 示 さ
れ た． こ れ らの 結果 お よ び メ ト ヘ モ グ ロ ビン が 酸素と
の 反応性の なし1 こ と か ら， こ の 反 応に 酸素ラ ジカ ル が
茹ごニ2 望L芭ニH ＋
lり 川I
3－ H A T o － Quinoimine
茹ご二2 エ 成三選ニH2
いl 川り
3－ H A T Cin n aba rinic a cid
Fig． 9． T he pr o c e ss ofcin n aba rinic a cidform atio n
fr o m3－ H A T．
The s che m e w a sde riv ed fro m that of Subba
Ra o8t Vaidya natha n o nthe m etabolis m of 3－
H A Tto cin n aba rin ic acid by c atala s e．
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関与す る こ とが 考え られ る． す な わ ち， 3－H A Tの オ ル
トキ ノイ ミ ン 体が， その 3－H A T とメ ト ヘ モ グ ロ ビ ン
の 反 応 に よ っ て 生 じ た オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン と 反 応 す
る， そ し て， 反 応亡1コ お よ び仁2コ に 示 し たよ う に ，
3－ H A Tの セ ミ キ ノ イ ミ ン体 と ス ー パ ー オ キ シ ドが 形
成 され るで あ ろう． 今 回 の 結果 に お い て， S O D が 3－
H A Tと メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 反 応 をわ ず か で は あ るが
阻害し た こ とか ら， 3． B A Tの セ ミ キ ノ イ ミ ン 体と 過
酸化物質が好気的条件下 で の 3－ H A T とメ ト ヘ モ グ ロ
ビ ン の 反 応の 一 部 を担 っ て い る可能性 が 示 唆 さ れ た
くSutto nら1 3Iは， ス ー パ ー オ キ シ ドが メ ト ヘ モ グ ロ ビ
ン を還元 す る能力を有す る こ と を示 して い るう． ま た，
嫌気的条件下 で は， 3－ H A T とメ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 反
応 は セ ミ キ ノ イ ミン 体と ス ー パ ー オ キ シ ド の 関与な し
で 直接反応 す る こ とも 考え られ るで あ ろう
．
そ して，
こ の 場合は， ゆ っ く り で は あ るが 完全に ， メ ト ヘ モ グ
ロ ビン はデ オ キ シ ヘ モ グ ロ ビン に 還元 さ れ る もの と思
わ れ る．
さ ら に ， 反応の あ る部分で は， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン は
3－H A T お よ び長時間の 反応 に よ り生 じる ヘ モ グ ロ ビ
ン の 変性に よ り還元 を受 け る こ とが 考え られ る ． す な
わ ち， 3． H A Tに よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化 あ る い は還
元 反応 は P6 －in o sitol に よ り著 し く促進さ れ た く表 1，
2う． こ の 反 応 は ヘ モ グ ロ ビ ン タ ン パ ク 質 へ の P6－
in o sitolの 結合 に よ る オ キ シ ー あ る い は メ ト ヘ モ グ ロ
ビ ンの コ ン プ オ メ ー シ ョ ン 変化 粗 相 で説明 さ れ る
．
以上 ， トリ プ ト フ ァ ン 代謝物質 に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン
の 酸化 お よ び還元 と い う 一 見矛盾 し た反応 の 詳細 な機
序 に つ い て 示 唆 し た． す で に ， W e stphal ら隼お よ び
Goda ら5Iに よ り ヘ モ グ ロ ビ ン の 3－ H A Tに よ る 酸化
お よ び 5－H A Tの 還元 が 報告さ れ て い るが ， 本研 究で
示 し た よう な ヘ モ グロ ビ ン の 酸化還 元 反 応 に お け る
3－ H A Tを 含む トリ プ ト フ ァ ン 代謝物質の 役割， あ る
い は そ の 化合物 の酸化還元的代謝 の 詳細 な機序 は未だ
明 らか に さ れ て い な か っ た ． 本研究 の 結果明 ら か と
な っ た反 応機序 をま と めて 図1 0に 示 した．
O Xy
－ H b m eト H b
U
3－ H A Tコニ ニ 土 0 － quin oimin 8ヨ こ こ 土 S層 miquin oimin e
3 － H A T三こ三
ハ
ニ二
Fig．1 0． T he r e a ctio n betw e e n 3－H A T a nd
hem oglobin ．
T he schem e sho w sthe m etabolis of 3－H A T in
r elatio n to the me cha nis m of o xidatio n a nd
r edu ctio n of he m oglobin ，
沢
こ こ に 示 し た研究結果 か ら， トリ プ ト フ ァ ン 代謝物
と ヘ モ グ ロ ビ ン の 反 応機序を明 ら か に す る こ と が で き
た が， さ ら に ， ヒ ト赤血 球中で こ れ ら 化合物と ヘ モ グ
ロ ビ ンの 酸化還元反 応の 生 じた こ とか ら ， 生体 に お け
る病理 学的意義に つ い て 考え て み る． す な わ ち， 糖尿
病患者1隼あ る い は膀 胱癌患者 用 に お い て 3－ H A Tを含
む ト リ プ ト フ ァ ン代謝物が 上昇 す る こ と が既 に 報告さ
れ て お り， そ の 患者血 球中に メ ト ヘ モ グロ ビ ン と とも
に C B A が増加す る 可能性は十分に 考え 得る こ と で あ
ろ う
．
そ し て， こ の CB Aは ミ トコ ン ドリ ア の 組織呼吸
を阻害 する 瑚 な ど生体内酸化還元反 応 に 伴う 病理 に 関
わ る代謝物質で あ る こ と が知 られ てい る
． 赤血球に お
け る代謝反応は生体全体で は非常 に 大き な潜在量 とな
る こ と を考 え合わせ ると ， こ の 血球中の トリ プ ト フ ァ
ン代謝が 生理 学的， 病理 学的に 重要な意義を有す るも
の と考 え る．
結 論
本研究 に お い て， ト リ プ ト フ ァ ン 代 謝物 で あ る 3，
HA T が赤血 球内 ヘ モ グ ロ ビ ン と 反応 し代謝 され る こ
とが 見 い 出さ れ た． また ， こ の 反 応に 伴 い オ キ シ ヘ モ
グ ロ ビ ン が 酸化され ， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン が還元 さ れる
とし1うー 一 見矛盾し た現象が見 い 出さ れ た
．
こ の 現 象を
解明 す る ため ， さ ら に 分離精製さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ンの
種 々 の 条件下で の 反 応 を行い その 性質を調 べ ， 以 下の
結論 を得た ．
1 つ ヒ ト赤血球 あ るい は分離精製さ れ た ヘ モ グロ ビ
ン と 3－ H A T を反応 した 時， 赤血球中あ る い は分離精
製 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン で 3， H A T が C B Aに 代謝さ れ
る こ とが 明 ら か とな っ た ． こ の 結果 か ら， 3－ H A Tの ヘ
モ グ ロ ビ ン に よ る代謝反応は オル トキ ノイ ミ ン体 を中
間代謝物と した酸化縮合 に よ り C B Aに 変換 す る反応
で あ る こ と が 示唆さ れ た ．
2フ ヒ ト赤血 球で 3－H A T よ りヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化
還元 反 応が起 こ る こ と が 明 らか と な っ た ． さ ら に ， こ
の ト リ プ ト フ ァ ン代謝物 に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸 化還
元反 応 を調 べ ， 好気的条件下で オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン が
3一口A Tに よ り 酸化 を 受 け る く反 応 定数 71M－1 ．
min－1に と が示 さ れ た． しか し， デ オ キ シ ヘ モ グロ ビ
ン で は反 応は起 こ ら な か っ た ． ま た， 好気的あ るしユは
嫌気的条件の い ずれ に お い て も ， メll ヘ モ グ ロ ビ ン は
この 化合物 に よ り還 元 さ れ た
．
3 J こ の 3－ H A Tの オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化反応
が S O Dに よ り促進 し， カ タ ラ ー ゼ に よ り阻害され た．
また SOD に よ り， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 3－ H A Tに よる
還元 が わ ず か で はあ る が阻害さ れ た．
以 上 の 結果 か ら， トリ プ ト フ ァ ン代謝物質 に よ る へ
3一 日A Tの 代謝と ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化還元 反応
モ ブロ ビ ン の 酸 化還ノ亡機序 を明 ら か に し ， さ ら に ， そ
の 生理 学的 ， 病理 学的意義を考察し た．
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rate ofredu ctio n w a s m uch faste r unde r a n a e r obic conditio n than a n a n a erobic c o ndit o n． The
r edu ction of m ethe m oglobin with 3
－H A Twa s ac celerated by m yo
－ino sitol hex akispho sphate ， but
W a SPa rtially s up pressed by supe r o xide dism uta s e u nder a n a e robic c o ndit on ． On the ba sis of
these results， the parado xical efrbcts of 3－H A Tis disc u s sed in relation to the m e cha nis m of
OXidation and r edu ction of he moglobin ． T he signific a nce ofthe m etabolis m of 3
－ H A Ta nd the
OXidoredu ctiv e re a ctio n of hem oglobin with 3－ H A Tm ay be a ssociated with the pathologlC al
C Ondritions of in c reasedtry ptopha n m etaboliteslev elsin the blo od of diabetic or u rin a ry blad der
C a nC er S u切ects．
